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Prtifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(§) Standardisierter durchfluSzytometrischer Vollblutassay 

(57) Fur die Oberwachung und Optimierung der Bohand- 
lung mit Fibrinogen rezeptorantagonisten, einer neuen 
Kiasse von antithrombotischen Medikamenten, wird ein 
selektiver und quantitativer Test zur Bestimmung der the- 
rapeutischen Blockade der Fibrinogenrezeptoren auf 
Thrombozyten benotigt. 

Der beschriebene durchflufczytometrische Assay ermog- 

licht durch das Prinzip der Kompetition eines fluorogenen 

Substrates mit dem therapeutisch verwendeten Fibrino- 

genrezeptorblocker um die Bindung am Rezeptor eine 

Quantifizierung des medikamentdsen Effektes auf die 

Thrombozyten. Die Analyse unstimulierter und maximal 

stimulierter Thrombozyten eriaubt die Beurteilung der 

Medikamentenwlrkung uber die gesamte Breite der akti- 

vierungsabhangig hochregujierten Expressionsdichte der 
i Fibrinogenrezeptoren. Zur Oberwachung der Gerateein- 
, stellung und -leistung sowie Kalibrierung der Fluores- 
i zenzintensitaten in absolute Anzahlen gebundener fluo- 
, reszenzmarkierter Substrate werden Beads eingesetzt. 
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Bestimmung der Rezeptorblockade durch Fibrinogenrezep- 
torantagonisten auf unstimulierten und stimulierten Throm- 
bozyten. 

Kin durchfluBzyfomelrischer Assay auf dem Prinzip der 
Kompetition eines fluoreszenten Substrates mil einem thera- 5 
peutisch eingesetzlen Fibrinogenrezeptorantagonisten um 
die Bindung am Fibrinogenrezeptor ermoglicht die quantita- 
tive und selektive Analyse der Fibrinogenrezeptorblockade 
und wird in Verbindung mit der Minimierung der unspezifi- 
schen Hintergrundfluoreszenz, der Stimulation in vitro mit 10 
einem starken Agonisten, mit der Kalibrierung und Standar- 
disierung der Geratefluoreszenz sowie der Option zur Um- 
rechnung der gemessenen Ruoreszenzsignale in die Anzahl 
besetzter Fibrinogenrezeptoren zu einem standardisierten 
Routinetest. 15 

Die Erfindung wird nachfoigend im einzelnen dargestellL 

Prinzip 

Das Prinzip des Assays besteht in der Kompetition thera- 20 
peutisch eingesetzter Fibrinogenrezeptorantagonisten (z. B. 
monoklonale Antikorper wie c7E3 [Reo-Pro®], lineare oder 
zyklische RGD-Peptide wie Eptifibatide [Integrilin®] oder 
nicht-peptidische Fibrinogenrezeptorantagonisten wie La- 
inifiban) mit einem fluoreszenzmarkierlen Fab-Fragment ei- 25 
nes monoklonalen Antikorpers (z. B. Fab der Klone P2, 
LYP18 oder c7E3), einem fiuoreszenzmarkierten linearen 
oder zyklischen RGD-Peptid oder einem nicht-peptidischen 
Fibrinogenrezeptorantagonisten um die Bindung am Fibri- 
nogenrezeptor der Thrombozyten. 30 

Ansatz 

Vor Beginn der Therapie mit dem Fibrinogenrezeptoran- 
tagonisten wird eine schonende Blutentnahme beim Patien- 35 
ten (geringe venose Stauung, kurze und weitlumige Kaniile) 
durchgefuhrt. Das Vollblut wird durch Verdiinnen in Puffer- 
losung (z. B. phosphatgepufferte Kochsalzlosung [PBS] 
oder Hank's Balanced Salt Solution [HBSS]; pH 7,4), die 
humanes Immunglobulin [1 mg/ml] zur Verminderung der 40 
unspezifischen Antikoperbindung enthalt, auf eine Zalil von 
10.000 Thrombozyten/ul eingestellt. 

Eine definierte Zahl von Thrombozyten wird unstimuliert 
mit einer sattigenden Konzentration des fiuoreszenzmar- 
kierten Substrates inkubiert und so der maximale Ruores- 45 
zenzwert der unstimulierten Probe ermittelt (entspricht 0% 
Rezeptorblockade). Im Parallelansatz wird die gleiche Ab- 
solutzahl von Thrombozyten mit einem starken, proteasere- 
sistenten Agonisten maximal stimuliert (z. B. TRAP-6 mit 
N-terminaler Substitution von Serin durch Isoserin) (15). 50 
Der Fluoreszenzwert nach anschlieBender Inkubation mit 
fluoreszenzmarkiertem Substrat in sattigender Konzentra- 
tion entspricht 0% Rezeptorblockade bei maximal stimulier- 
ten Thrombozyten. In einem dritten Ansatz erfolgt wie- 
derum bei gleicher Absolutzahl der Thrombozyten die in vi- 55 
tro-Blockierung aller blockierbaren GpEb/IIIa-Rezeptoren 
mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrinogenrezeptoranta- 
gonisten. Die Endkonzentration wird im Ansatz so gewahlt, 
daB sie dem Doppelten der Medikamentenkonzentration im 
Vollblut entspricht, die nach Bolusgabe der maximal zur 60 
Therapie zugelassenen Medikamentendosis erreicht werden 
kann. 

Die Identifizierung der Thrombozyten folgt in alien drei 
Ansatzen dem gleichen Prinzip. Verwendet wird ein fluores- 
zcnzmarkicrtcr monoklonalcr Antikorper in sattigender 65 
Konzentration, der eine raumlich weit von der Fibrinogen- 
bindungsstelle entfemte Struktur des Rbrinogenrezeptors 
erkennt und mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff als das 



Substrat konjugiert ist. Es sollten zwei Fluoreszenzfarb- 
stoffe ausgewahlt werden, deren Emissionsbereiche sich 
nicht wesentlich iiberlappen (z. B. Fluoreszeinisothiocyanat 
[FTTC] mit Phycoerythrin-Cyan5 [FE-Cy5] oder Phycoery- 
thrin [PE1 mit FE-Cy5, so daB keine Kompensationspro- 
bleme auftreten. Fiir die Markierung des Substrates er- 
scheintFTTCbesonders geeignet, da aufgrund seines niedri- 
gen Molekulargewichtes die Gefahr einer sterischen Behin- 
derung am GpIIb/IIIa-Rezeptor gering ist. 

Unter laufender Therapie mit einem Fibrinogenrezeptor- 
antagonisten kann nun nach Inkubation der unstimulierten 
bzw. stimulierten Patiententhrombozyten mit dem fiuores- 
zenzmarkierten Substrat aus der gemessenen Fluoreszenzin- 
tensitat auf den jeweiligen Prozentsatz therapeutisch blok- 
kierter bzw. bei maximal stimulierten Thrombozyten biok- 
kierbarer Fibrinogenrezeptoren geschlossen werden. 

Kalibrierung der Ruoreszenzsignale in die Anzahl gcblock- 
ter Fibrinogenrezeptoren durch den therapeutisch eingesetz- 
ten Fibrinogenrezeptorantagonisten 

Die gemessenen arbitraren Ruoreszenzintensitaten kon- 
nen nicht direkt zur Berechnung der Zahl geblockter Rezep- 
torcn verwendet werden. Die Absolutwerte der Ruoreszenz- 
intensitaten sind vom DurchfluBzytometer, der Verstarker- 
einstellung des Gerates und vom fluoreszenten Substrat ab- 
h an gig. Erst die Kalibrierung der gemessenen Ruoreszenz- 
signale in die Anzahl blockierter Fibrinogenrezeptoren er- 
laubt nicht nur einen Vergleich der prozentualen Rezeptor- 
besetzung, sondem auch einen vom DurchfluBzytometer 
und fiuoreszenzmarkierten Substrat unabhangigen Vergleich 
der absoluten Rezeptorzahlen zwischen verschiedenen La- 
bors. 

Bei Verwendung von murinen fiuoreszenzmarkierten 
Fab-Fragmenten von IgG-Antikdrpem als kompetitives 
Substrat erfolgt die Inkubation einer sattigenden Konzentra- 
tion dieser Antikorperfragmente mit einem Set von 5 Popu- 
lationen von Plastekugelchen (Beads), die durch ihre unter- 
schiedlichen Bindungskapazitaten fiir monoklonale Anti- 
kbrper charakterisiert sind (z. B. Quantum Simply Cellular 
Microbead Kir® Sigma, Deisenhofen). Werden fluoreszenz- 
markierte Substrate verwendet, die keine murinen monoklo- 
nalen Antikorper sind, muB die Kalibrierung bei bekanntem 
RuoreszenzmolekOl-ProteinmolekOi-Verhaltnis (F/P-Ratio) 
Uber ein Set von mehreren PlastekOgelchen durchgefiihrt 
werden. Diese Beadpopulationen sind mit demselben Ruo- 
reszenzfarbstoff wie das Substrat markiert und leuchten mit 
unterschiedlicher, definierter Fluoreszenzstarke (Quantum 
Ruorescence Kit for MESF units of HTC®, Sigma, Deisen- 
hofen). 

Geratekalibrierung und Standardisierung 

Bei quantitativen Messungen mit dem DurchfluBzytome- 
ter muB mittels fluoreszenzmarkierter Plastekugelchen die 
LeistungsstMrke des Lasers taglich kontrolliert werden. 
Hierfiir wird das Ruoreszenzsignal dieser Beads unter den- 
selben Gerateeinstellungen wie bei Thrombozytenmessun- 
gen analysiert Durch Setzen eines Markers uber der Bead- 
population wird deren mittlere Fluoreszenzintensitat be- 
stimmt und durch Nachstellen der Verstarkerspannung kon- 
stant gehalten. 

Bei DurchfluBzytometem, die in der Online-Software die 
MOglichkeit eines Autosetup haben (z.B. Coulter 
EPICS®XL mit System 2-Softwarc), wird dicsc zur automa- 
tischen Nachkorrektur aktivierL Hierfur wird in dem Proto- 
koll zur Messung der Beads ein sehr schmaler Marker iiber 
der mittleren Ruoreszenzintensitat der Beads gesetzt. Liegt 
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Paientanspruche 

1. Assay fur die Vcrwcndung in der DurchfluBzytome- 60 
trie zur Analyse tier Re/eptorblockade durch therapeu- 
tisch eingeset/te Hbnnogcnrczeplorantagonisten, be- 
stehend aus 

a) eincm therapeutisch eingesetzten Fibrinogen- 
rczeptorantagonisten wic ntonoklonalc Antikdr- 65 
per odcr Fab-1 ragmcnle monoklonaler Antikorper 
oder lincare oder /yklische Peptide oder nicht- 
peptidischc Reptorantagonisten oder Aptamere 



und 



b) einem kompetitiven fluoreszenzmarkiertem 
Fibrinogenrezeptorantagonisten wie monoklonale 
Antikorper oder Fab-Fragmente monoklonaler 
Antikorper oder lineare oder zyklische Peptide 
oder nicht-peptidische Reptorantagonisten oder 
Aptamere. 

2. Verfahren zur Bestimmung der Fibrinogenrezeptor- 
blockade auf Thrombozyten, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Kompetition eines fluoreszenten Substrates 
mit einem therapeutisch eingesetzten Fibrinogenrezep- 
torantagonisten urn die Bindung am Fibrinogenre- 
zeptor die quantitative und selektive Analyse der Fibri- 
nogenrezeptorblockade dergestalt ermoglicht, daB 

a) als kompetitives fluoreszenzmarkiertes Sub- 
strat monoklonale Antikorper oder Fab-Frag- 
mente monoklonaler Antikorper oder lineare oder 
zyklische Peptide oder nicht-pcpddischc Reptor- 
antagonisten oder Aptamere verwendet werden, 
die in an sich bekannter Weise mit einem kom- 
merziellen Fluoreszenzmarkierungskit mit einem 
in derDurchfluBzytometrie iiblichen Fluoreszenz- 
farbstoff wie Ruoresceinisothiocyanat- (FITC), 
Phycoerythrin (PE), energy coupled dye (ECD), 
PerCP®, Phycoery thrin-Cyan 5 (PE-Cy5) oder Al- 
lophycocyanin (APC) markiert sind, 

b) als therapeutisch eingesetzter Fibrinogenre- 
zeptorantagonist monoklonale Antikorper oder 
Fab-Fragmente monoklonaler Antikorper oder li- 
neare oder zyklische Peptide oder nicht-peptidi- 
sche Reptorantagonisten oder Aptamere einge- 
setzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB 

a) dem Patienten Blut entnommen wird, 

b) das Vollblut auf eine Zahl von 10.000 Throm- 
bozyten/ul eingestellt wird, 

c) ein Teil des verdunnten Vollblutes unstimuliert 
mit einer sattigenden Konzentration des fluores- 
zenzmarkierten Substrates inkubiert wird und 
nachfolgend derFludreszenzwert der unstimulier- 
ten Probe ermittelt wird, 

d) ein anderer Teil des verdiinnten Vollblutes, der 
die gleiche Anzahl von Thrombozyten enthalt, mit 
einem starken, prpteaseresisten Agonisten stimu- 
liert wird und der Fluoreszenzwert nach anschlie- 
Bender Inkubation mit einer sattigenden Konzen- 
tration des fluoreszenzmarkierten Substrates ge- 
messen wird, 

e) ein dritter Tbil des verdunnten Vollblutes, der 
die gleiche Anzahl von Thrombozyten enthalt, in 
vitro mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrino- 
genrezeptorantagonisten versetzt wird, 

f) die Thrombozyten in den drei Volumina nach 
gleicher Methodik identifiziert werden, 

g) aus den gemessenen Fluoreszenzintensitaten 
die therapeutisch blockierten bzw. blockierbaren 
Fibrinogenrezeptoren rechnerisch bestimmt wer- 
den, 

h) nachdem die gemessene Ruoreszenzintensitat 
der Thrombozyten in die Anzahl gebundener 
Fluoreszenzmolekule umgerechnet wird, was 
nach Kalibrierung des Gerates mit fiinf verschie- 
den fluoreszenten Beadpopulationen gelingt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Einstellen auf 10.000 Thrombozyten/ul 
durch Verdunnen mit Pufferlosung wie phoshatgepuf- 
ferter Kochsalzlosung (PBS) oder mit Hanks Balanced 



